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要以 NADH ( nico tinamide adenine dinucleotide, 烟碱
腺嘌呤二核苷酸 )或 NADPH ( nicot inamide adenine
dinucleot ide phosphate, 烟碱腺嘌呤二核苷酸磷酸)作
为电子提供者将硝氮还原为亚硝氮。硝酸还原酶在
硝氮存在时被诱导合成,在硝酸盐缺乏或其它还原态
的氮盐存在时分解, 该分解过程目前还知之甚少[ 4] 。
硝酸还原酶是一种高分子化合物, 通常被认为
是一种同型二聚体( homodimer) , 由 3 个辅基组成:
FAD( f lavin adenine dinucleot ide, 黄素腺嘌呤二核苷
酸) , heme(亚铁血红素, 细胞色素 b) 和 M o- pterin
(蝶呤) ,这三个辅基在一定条件下均可以单独作用,
这导致该酶具有几个部分的活性[ 4] (图 1)。该酶发




个亚基, 分子质量为 200 ku, 而绿藻 A nk istr odesmus











的重视[ 4~ 7] 。氮在多数海区被认为是浮游植物生长
















经常会出现标记的 N15丢失的现象, 最终 N15被应用
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硝酸还原酶可以利用 NADH 或 NADPH 做为
电子提供者。根据利用 NADH 还是 NADPH, 硝酸
还原酶可分为不同的形态。目前发现 3 种形态的硝
酸还原酶, 两种存在于海洋浮游植物和高等植物中,





同研究者的结果也会存在不同。Sy rett [ 20] 在一篇综
述中表明, 绿藻中的硝酸还原酶仅利用 NADPH ;
H ochman[ 21] 指出淡水中甲藻 Per idinium cinctum 的
NADPH NR的活性仅占 NADH NR活性的16. 5% ;
Ser ra等[ 22] 在硅藻中肋骨条藻 ( Skeletonema costa
tum ) 中发现部分的 NADPH NR 的 活性, 约占
NADH NR活性的 16% ; Gao 等[23] 则发现在硅藻中
肋骨条藻中仅存在 NADPH NR 的活性; Ber ges 和
H ar rison [ 5] 对多种藻类进行了研究,结果发现仅绿藻
( Chlor op hy ceae 和P rasinophy ceae)中硝酸还原酶可
利用 NADPH 代替 NADH , Prymnesiop hy ceae 中也
发现一种可表现出活性(表 1) ; Berg es 等[4, 20] 通过利
用不同的底物, 也证明了硝酸还原酶组成上的多样
性, 认为 NADPH 的应用明显地仅限于绿藻。对于
该问题的一个可能解释是细胞膜中存在 NADH :
NADPH 转氢酶。如果细胞膜中存在该酶, 加入的
NADPH 可以被转化为 NADH 从而被 NADPH -
NR 利用。对于原核的细菌, NADH 和 NADPH 都
不能提供电子 ,原核细菌利用铁氧化还原蛋白而不是









生物名称 活性比( % )
Bacil lariophyceae
Thalassiosi ra p seud onana 5. 10 2. 86
S ke le tonema costatum 3. 01 2. 99
Phaeod actylum tri cor nutum 4. 37 1. 59
T halassiosi ra w ei ssf log ii 29. 9 16. 9
Dity lum br ig htw el li i
Chloroph yceae
Dunal ie lla t ert iol ecta 93. 9 3. 4
Chlamyd omonas sp. 79. 0 23. 3
Cyan op hyceae
S y nechococ cus sp. n d
Prym nes iophyceae
Pav lova luther i 35. 2 9. 6
Isochry sis g albana 0. 58 8. 01
Emil iania hux leyi 1. 03 0. 47
Prasin ophyceae
T e tra se lmi s sp. 39. 0 14. 6
Dinophyceae
Amp hid inium car ter ae 39. 9 5. 61
G ymnodiniu n san guineum 1. 69 1. 29
P rorocent rum mininmum 0. 30 0. 31
注: 活性表达用占用 NADH作为电子提供者时的活性的平均百分比
表示( SE, n= 2) , nd用 NADH时无活性表达
2. 2 反应体系的影响
硝酸还原酶的活性在温度为 20~ 25  之间, pH
为 7. 9的磷酸缓冲液中存在最大值,这一点已经被实
验证明并得到公认。 Jo seph 等[1] 分别在 8, 22, 28 
下对 Rhiz osolenia中的硝酸还原酶活性进行实验 ,发
现最佳反应温度为 22 。Granbom 等[ 26] 对 K ap
paphy cus alvar ez ii( Rhodophyta)的硝酸还原酶活性
在温度为 5, 10, 15, 20, 22, 30, 35  时, pH 为 6. 5, 7,
7. 5, 8, 8. 5, 9, 9. 5 条件下的测定表明,在温度 20  和
22  , pH 为 7. 9 时活性值最高。Berges 和 Har ri
son [ 5] 分别在 pH 为 7. 9 的磷酸缓冲体系、咪唑缓冲
体系、T ris( ( hydro xymethyl) aminomethane)缓冲体系
和 M OPS( 3 ( N M orpoli no) pr opanesulfonic acid)缓
冲体系中对 Thalass iosir a p seud onana 中的硝酸还原




件。Jo seph [1] 对 Rhiz osolenia 中硝酸还原酶的研究
发现, FAD 的加入提高了硝酸还原酶的活性。Ever
est等[ 27] 发现, 在一些海洋藻类中 FAD 的存在可使
硝酸还原酶活性达到最大值。但 Berges 和 Har ri




Eppley[ 13] 的研究认为 M gSO4的加入有利于提高硝酸
还原酶的活性 , H uber 等[28] 的研究中也证明 M gSO4
会对硝酸还原酶的活性起到调节作用, 而 Berges 和




清蛋白 ( BSA ) 120 min 后活性也会降低至 20% [ 5] 。
H ersey and Swift 1976 年也发现甲藻的硝酸还原酶
的活性在 2~ 3 h 内下降了一半。Everest 等[27] 指出
海洋浮游植物中硝酸还原酶的活性在 0  下可稳定
24 h。H arr ison [29] 发现 Gonyaulax poly edra 中硝酸
还原酶在 0 , 24~ 30 h 内活性下降一半,在 T. p seud
onana中, 0 下硝酸还原酶可稳定 60 min,在液氮中保
存, 硝酸还原酶的活性可存在更长时间。Ahmed
等[ 30] 发现海洋浮游植物的整个细胞中 ETS 和 GDH
活性在液氮中一年内不降低, 但 Clayton[ 31] 的实验结
果表明, 液氮中保存的中肋骨条藻的硝酸还原酶的活
性降低了 40%。Granbom 等[ 26] 对 K app ap hy cus al
v ar ez ii 的研究发现, 硝酸还原酶活性在 4  可维持一
周, 在- 20  下 3 d 降低了 40% , 在- 70 下活性可





























硝酸还原酶所必需的[ 32, 33] 。Jo seph 等[ 1] 则认为硝酸
还原酶的活性依赖于细胞内硝酸盐的浓度而非周围






















呈现正相关。Berges 和 H ar rison[ 5] 对 12 个种类的
浮游藻类进行了研究, 发现硝酸还原酶活性和硝氮
吸收速率间的平均斜率约为 0. 78, 即硝酸还原酶的
活性不能完全表达硝酸盐的吸收速率, 但两者之间
呈正相关性则是无疑的。不同藻种间的变化非常大,
硅藻倾向于完全表达,即为 1 ! 1的关系 ,如 D. ter ti
olecta 和 E . hux ley i 表现出足够高的硝酸还原酶的
活性,可以用来表达硝氮的吸收速率,而甲藻硝酸还
原酶的活性远低于硝氮的吸收速率, 对一些古细菌
如 Synechococcus 则几乎测不到活性。Joseph[ 17] 对





















出一昼夜的节律 , 周期大约为 24 h。硝酸还原酶的
日夜节律模式在绿藻、原核细菌、硅藻和其它色素植
物间有所不同。
1975 年 H arr is [38] 首次研究发现 Gonyaulax 中
指示的硝酸还原酶活性的蛋白呈昼夜( 24 h)的变动。
Ramalho等对 Gonyaul ax poly edra 的研究再次证明
了该结论, 发现其体内硝酸还原酶蛋白活性无论在
LD条件下还是在 LL 条件下, 均呈现 24 h 节律。
A rabidop sis的硝酸还原酶的 mRNA 在 LD 和 LL 下
均表现出按照 24 h 节律的模式积累, 可持续 5 d, 酶
活性也按该规律变化, 但不如蛋白变化的规律性
强[ 39] 。
Joseph 等[1] 对 Rhiz osolenia mat 分析发现, 该藻
硝酸还原酶活性呈现 24 h 节律变化趋势: 最高在
13: 00~ 16: 00,最低在 21: 00~ 24: 00。
Lopes [40] 对 Gracilar ia tenuis tip itata 的硝酸还
原酶活性进行了 24 h 的研究, 发现硝酸还原酶活性
在中午时段达最高值, 约是黑暗条件下的 30 倍。当
藻被放在长期光照时, 较 12 h 光: 暗循环的活性高,
而长期培养于黑暗条件下,硝酸还原酶活性最低。采
用 western blo t技术,也发现蛋白含量的变化同活性
变化一致。
Granboma等[ 26] 对 K app ap hy cus alvar ez ii 的周
日变化研究表明,最大活性出现在 LD培养的 6 h, 黑
暗条件下活性最小。硝酸还原酶活性在光暗之前开
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始降低,在黑暗条件下仅为最大活性的 25%。当藻
体在光量子通量密度为 100 mol/ ( m2 ∀ s)时, LL 下
生理节奏是 24 h 间隔(连续光照的从 24~ 48 h 期间测
定)且在整个培养期间硝酸还原酶活性维持较高,在 25
和55 mol/ ( m2 ∀ s)条件下该规律则不复存在(先在 55
mo l/ ( m2 ∀ s)条件下连续光照 24 h,再转入 25, 55, 100





1975 年, Har ris[ 38] 首次对 Gonyaulax 中的硝酸
还原酶的活性蛋白进行研究, 发现其含量呈昼夜节
律( 24 h)的变动 , 1995 年 Ramalho 等[ 39] 对 Gonyaul
ax poly edra 的研究再次证明了该结论。Ramalho
等[39] 对 A rabid op sis 中硝酸还原酶进行的 Western
blot的实验结果表明,硝酸还原酶蛋白含量的变化和
活性变化相一致,表明蛋白在每天合成和降解。A r
abidop s is的硝酸还原酶的 mRNA 在 LD 和 LL 下均







Chlor ella vulgar is 中硝酸还原酶由 4 个分子质量为
90 ku 的亚基组成, Ankistr odesmus braunii 则是由 8
个分子质量为 60 ku 的亚基组成, N eurosp o ra cras sa
和Rhodotorula gl utinis 均含有 2 个分子质量分别是
115 ku 和 118 ku 的亚基。据此, Ramalho 等对 Gon
yaulax 的分析认为, 硝酸还原酶由 6 个分子质量为
52 ku 的亚基组成。
海洋硅藻中的硝酸还原酶在分子质量上与高等




近的种群间存在交叉反应。Gao 等[23] 研究指出, 中
肋骨条藻制备的硝酸还原酶的抗体与绿藻 Dunaliel
la ter iolecta, 金藻 Emiliania hux ley i , I sochr y sis
galbana 和甲藻 A mp hid inium carterae 间不存在交
叉反应,而用威氏海链藻制备的抗体与同属中的其





































关系; ( 3) 硝酸还原酶的分子调控机制, 从不同浮游
植物中分离纯化硝酸还原酶, 研究它们的理化特性、
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